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細胞培養における二価鉄誘導脂質過酸化反応に関する研究
:基礎的検討
山 本 剛 示喜
FerrousIron-inducedLipidPeroxidationinCellCulture:preliminaryexperiments
GokiYAMAMOTO
TostudytheeffectofFe2十onthecelculture,preliminaryexperimentsrelatedtothelipidperoxida-
tionsof3T3celsandcalfserumwerecarriedout.Amonutsoflipidperoxides,asthiobarbituricacid
(TBA)-reactivesubstances,WeremeasuredbymeansoftheTBAcolorreactionundertheacidic
conditionsbyaceticacid,andwereexpressedasTBAvalue.
TheTBAvalueofcalfseruminthephosphatebufferedsaline(PBS)Withethyrendiaminetetraacetate
(EDTA)waslowerthanthatofthecontrol.ThevalueinthepresenceofFe2'showedsignificantlyhigh
level,butitwasalmostpreventedbytheadditionofEDTA.Besides,Fe2十一inducedlipidperoxidesof
semminthePBSduringtheincubationat37℃WerecapabletomeasurebytheapplicationofEDTA.
TheTBAvaluesoftrichloroaceticacid(TCA)precipitatesisolatedfromseruminthePBSandthe
culturemediumwerelowerthanthatofcontrolserum,butnodifferencewasobservedbetweentheboth
TCAprecipitates.Theresultssuggestedthattheimpuritiesintheculturemediumwereremovedby
TCAprecipitation.EffectsofFe2+andEDTAontheTBAvalueofTCAprecipitateswereobserved
similarlytothecaseofcontrolserum.
Fe2+-inducedlipidperoxidationofthecelsinthePBS,whichtheperoxidationwasstoppedbythe
additionofEDTA,wasobserved,anditwasaccompaniedwiththelagtimeofinductionperiod.The
TBAvalueofthecelswasmorepreventedbyEDTA.
Themethodinthispapermaynotbecapableforthequantitativemeasurementsoflipidperoxides
incelsorserum,butisapplicapabletomeasurethechangesofrelativeamountsoflipidperoxides.
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は じ め に
生体内における過酸化脂質の生成と老化との関
係,あるいは各種疾患が臓器や組織における過酸
化脂質由来の障害に起因することなど,広範囲の
生体現象が過酸化脂質と関連していることが数多
く報告されている1),2)｡種々の因子による過酸化脂
質の誘導に鉄は重要な関係があり,組織ホモジネ
ー トの脂質過酸化反応においては,内在性の鉄が
触媒作用を示す唯一の金属と考えられている3)0
また,鉄はinvivoでも過剰に投与すると脂質過
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酸化を促進する4),5)･6)｡しかし,鉄の作用機序につ
いて明確であるとはいえない｡
紳胞培養レベルでの二価鉄誘導脂質過酸化反応
を研究する目的で,基礎的検討として,使用細胞
と培地に用いられる仔牛血清の二価鉄誘導の脂質
過酸化物の測定が可能であるかどうかを追求した｡
実験材料及び方法
細胞および培養法 :細胞はマウス線維芽細胞由
来のNIH3T3細胞を使用したQ培養液としてデル
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ベッコ変法イーグル借地 (log/1,日水製薬)にグ
ルコース (4g/1),炭酸水素ナ トリウム (1.5g/
1),penicilin(10万単位/1,●明治製菓),streptomy-
cin(100mg/1,明治製菓)及び10%非動化仔牛血
清 (Gibco)を加えたものを用いた｡培養はCO2
incubator(SanyoElectricCo.)を使用し,dish
(60mmX15mm)で,培養液5m1,95%air+5%
CO2,37℃の条件で行った｡細胞継代並びに細胞採
取の際, トリプシン液(trypsin(1:250,DIFCO,
1.0g/1),NaCl(8.0g/1),KCl(0.4g/1),Na2HPO4
･12H20 (0.6g/I),KH2PO｡(0.03g/1),CaC12･
2H20(0.016g/1),glucose(2.0g/1))で単細胞化
を行った｡
過酸化脂質の測定 :過酸化脂質はチオバルビツ
ール酸 (TBA)法を用い酢酸酸性条件下での蛍光
法7),8)で検 量 した｡即 ち,血清0.05mlをPBS
(NaCl(8.0g/1),KCl(0.2g/1),Na2HPO｡･12
H20(1.15g/1),KH2PO｡(0.2g/1),MgC12･6H20
(0.1g/1),pH7.4)に混和 2mlとし,0.5mlの
TBA試薬 (0.67%TBA,50%酢酸,使用直前調
刺)を加え,96℃,60分加熱発色させた｡急冷後,
0.5mlの40%三塩化酢酸(TCA)を加え混合,3000
rpm,15分遠心した｡得られた上清について,励起
光 (EX515｡m)による蛍光 (EM56｡m)の相対蛍光
値を蛍光分光光度計 (日立,F-2000)で測定 し
た｡マロンジアルデヒド(MDA)への換算はMDA
標準液(1,1,3,3-tetraethoxypropanemalonalde-
hydetetraethylacetal)の検量線を用いて行い,
TBA値とした｡
対照,エチレンジアミン四酢酸 (EDTA,終末
濃度lmM),Fez+(硫酸第一鉄アンモニウム,同
0.05mM),EDTA+Fe2十各添加群の4群における
加熱発色を試みた｡
細胞を採集し,遠心にて細胞を集め,PBSで洗
浄後PBSに浮遊し,その2mlを用いて上記同様
の操作を行った｡蛋白量はLowry法9)で定量し
た｡
細胞の脂質過酸化反応の測定 :37℃で,PBS中
のFe2+(0.05mM)誘導反応を経時的にEDTA(1
mM)で停止し,TBA値を求めた｡
TCA沈澱操作 :10%血清を含むPBSと培養
液のO.5mlに対し0.1mlの40%TCAを加えたの
ち6.7%TCAを2ml加え混和,3000rpm,15分遠
心した｡上清を吸引して除き,沈壇を2mlの6.7
%TCAで洗浄,遠心した｡その沈蔭をPBS2ml
に溶解し使用した｡
結 果
血清の酢酸酸性条件7)でのTBA発色加熱反応
で得られるTBA値はFe2十の存在によって著 し
い高TBA値が示される｡図 1は仔牛血清0.1ml
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Fig.1.TBAvaluesofcalfserum(Olml)Obtainedby
theTBAreactionswithvariousconcentrations
ofFe2十and/orEDTA(1mM).
(4mlPBS反応系)を用いて,各濃度のFe2+添加
で得られたTBA値を示す｡Fe2十2JM までわずか
のTBA値の増加がみられたのち,急激なTBA
値の増加が示され,血清0.1mlではFe2+15/`M で
プラトー に達した｡基準として用いたFe2+50JLM
でも同値を示した｡これらのTBA値はEDTA添
加で抑制され,Fe2十0濃度で0.46nmolesMDA,20
〟M濃度で0.84nmolesMDAと直線的増加が濃度
に依存して認められた｡
細胞のPBS中での50/JMFe2+誘導脂質過酸化
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Fig.2.Fez+-inducedlipidperoxidationof3T3celsin
phosphatebufferedsaline(pH7.4)at37oC.
Afterpreincubation,lipidperoxidation was
startedbytheadditionofFe2十(0.05mM),and
sttopedbytheadditionofEDTA(1mM).Used
proteinofcelswas0.59mg/2ml,
反応 (0.59mg蛋白/2ml)をEDTAで誘導反応を止
め計測された経時曲線を図2に示す｡5分の誘導
期のlag時間がみられたのち,TBA値の上昇が
みられ,60分･ではプラ トー に達しなかった｡細胞
でもEDTAの添加でミトコン ドリア同様8)Fe2+
誘導脂質過酸化反応の測定が可能であり,産生過
酸化脂質の検量が行えることが示された｡
血清(0.05ml)について,Fez+(50FEM)で37℃,
60分培養 (2mlPBS系)して過酸化脂質が誘導さ
れるかどうかを実験した (表 1 ) 0 TBA発色反応
時のEDTA添加でおよそ30%のTBA値の抑制
がみられた｡Fe2十の存在は,培養に関係な く高
TBA値がみられたが,EDTA添加のその抑制
TBA値は培養血清 (1.30nmolesMDA)で培養 し
なかった血清(0.48nmolesMDA)と比べてより高
値のTBA値が得られ,その差(0.82nmolesMDA)
はFe2+誘導過酸化脂質量を示すものと考えた｡
細胞のTBA値 (表 1)はTBA発色反応時の
Table1.Fe2十一inducedlipidperoxidesofcalfserum
andcels.
Incubation
TBAValue(nmolesMDA)
Serum Serum Cels
(/0.05ml) (/0.05ml) (/mgprotein)
+ +
Control 0.40 0.42 0.74
EDTA 0.27 0.28 0.21
Fez+ 13.96 13.06 4.66
EDTA 0.48 1.30 0.62
Each2mloftheincubationmixture(phosphatebuf-
feredsaline,pH7.4)containedsemm(0.05ml)orcels(0.
53mgprotein)wasincubatedat370Cfor60minwithor
withoutFez+(0.05mM),andwaschiledimmediately.
AfteradditionofEDTA(1mM),theTBAcolorreac-
tionswerecarriedout.
Table2.TBAvaluesofserum,theprecipitates(PBS-
ppt)from serum inthephosphatebuffered
saline(pH7.4)andtheprecipitates(medium-
ppt)fromserumintheculturemediumbythe
additionoftrichloroaceticacid.
TBAValue(nmolesMDA/0.05mlserum)
ControI PBS-ppt Medium-ppt
None 0.39±0.03 0.33±0.04 0.31±0.04
EDTA(lmM) 0.29±0.02 0.20±0.03 0.20±0.02
Fe2+(0.05mM)13.82±0.90 13.74±1.06 13.33±0.61
EDTA,Fe2+ 0.43±0.03 0.38±0.03 0.37±0.02
Precipitations(n-10)werecarriedoutfrom0.5mlof
themixturescontainedlO%semm.
EDTAの添加で約70%抑制がみられ,その度合い
は血清より大であった｡TBA発色反応時のFe2+
存在は血清同様高 TBA値がみられ,EDTA添加
では尉照(0.74nmolesMDA)よりFe2十(0.05mM)
37℃60分の誘導では低値 (0.62nmolesMDA)が示
された｡先の実験でEDTA存在下で過酸化反応
が測定できることからEDTA添加群 との差 (0.41
nmolesMDA)が誘導過酸化脂質量と考えた｡
細胞培養液での血清過酸化脂質を測定する目的
でTCA沈澱法を検討した｡培養液の混在は蛍光
法でのTBA値測定では著しい蛍光を示し不可能
である｡血清そのものでもTBA発色に影響する
爽雑物質の除去を考慮して測定されている10),ll)0
- 51-
山本剛頭書
前報7)でTCA沈殿物 (TCA-ppt)でFe2+並びに
EDTAの効果が対照血清と同じ傾向を示すこと
が観察されたことから,培養液を用いて検討した
(表2)｡対照血清TBA値に対し,血清を10%に
PBSに混和したもの(PBS-ppt),10%血清の培養
級(medium-ppt)の二者のTCA-pptのTBA値
を比較した｡対照血清のTBA値 と両TCA-ppt
の間に有意の差 (危険率1%以下)がみられたが,
両TCA-ppt間では有意の差はみられなかった｡
この対照との有意差 (危険率1%以下)は加熱発
色時のEDTA添加群,EDTA+Fez+添加群でも
みられたが,Fe2+添加群では三者で同じTBA値
が得られた｡EDTA添加のTBA値から得られる
抑制率は両TCA-pptが対照より高率であった｡
両TCA-pptでEDTA+Fez+添加 のTBA値 の
EDTA添加群に対する増加率は同率であった｡
考 察
仔牛血清の過酸化脂質を本報で用いた酢酸酸性
条件でのTBA法を用いて測定するとき,その
TBA発色加熱の際Fe2十の存在で血清量に対して
Fez+濃度がある濃度を超えると急激な発色がみ
られTBA値はプラトー に達した｡このような曲
線は前報7)のヒト血清でもみられたが,Fe2十誘起
の発色増加はEDTAによって殆んど抑制される
ことから低濃度のFe2+では血清中にそれにキレ
ー トする因子の存在が考えられる｡高濃度のFe2+
でTBA値がプラ トー に達したことはそのTBA
値はTBA発色反応中に血清のもつ過酸化しうる
脂質量を表しているものと考えられる｡このFe2十
による作用機序は明らかでないが,少なくとも
EDTAでFe2+をキレー トすることにより発色は
抑えられることが示された｡しかしEDTA-Fe2+
存在下のTBA値も低値を示すもののFe2+濃度
に依存して若干の上昇値がみられ,主として使用
したFe2+(0.05mM)濃度では対照血清のTBA
値 よりも高値 を示 した｡対照血清 もEDTAで
TBA値が低値となることからFe2+様因子の存在
によってTBA反応中に誘起されたTBA値を示
している可能性があり,酢酸酸性条件下の血清の
TBA値測定はその誘起因子量を反映しているの
かもしれず,さらに検討が要求される｡従って血
清のFe2+誘導過酸化脂質を測定する際にはブラ
ンクとしてEDTA-Fe2+存在下のTBA発色反応
が必要であり,この方法を用いることによって仔
牛血清でPBS(37℃)中でFe2+誘導脂質過酸化反
応が起こることが示された｡
3T3細胞でもミトコンドリア同様8)Fez+誘導反
応をEDTAで止めることにより脂質過酸化反応
曲線を究明できることが明らかとなった｡しかし,
細胞でも酢酸酸性条件でのTBA発色反応中に
Fe2+,EDTA効果は血清同様みられ,しか も
37℃,60分でFe2+0.05mMで誘起されたと考えら
れるTBA値(+EDTA)は,血清の場合と異なっ
て,対照細胞のTBA値より低値を示し,細胞には
TBA発色反応中に影響する誘起因子が多く含ま
れていると考えられ,EDTA添加TBA値での比
較が必要である｡実験によって細胞のTBA値,
Fe2+の誘導差がみられたが,増殖期の細胞とプラ
トー 期の細胞の差,更にはトリプシン処理の影響
が考えられ検討が必要である｡
培養液の組成分はその混在によって,TBA反
応後かなりの蛍光が示され,微量のTBA値の測
定はできなかった｡血清ではTBA反応に影響を
及ぼす爽雑物をリンタングステン酸沈澱物を用い
ることによって除く努力が払われている10)｡前報8)
でリンタングステン酸沈澱物とTCA-pptのFe2+効
果を検討したが,血清と同様のFe2+,EDTA効果
がTCA-pptではみられたが,リンタングステン
酸沈澱物では異なった効果が観察された｡血清と
TCA-pptのPBS-ppt,medium-pptを比較検討
した結果は,血清とTCA-pptのTBA値間では
有意の差が認められたが,PBS-pptとmedium-
pptでは各TBA値に差はみられず,Fe2+,EDTA
効果は血清と同傾向を示し,Fe2十誘導過酸化脂質
をみるにはTCA-pptが適していると考えられる｡
TCA-pptでもEDTA効果がみられることは,
TCA沈澱法によって血清中のTBA発色に影響
する因子が除かれるともに培養液中の爽雑物も取
り除かれるが,なおTBA発色反応中の誘導因子
は蛋白結合物として残存していることを示唆する｡
また,Fe2十誘導脂質過酸化反応がTCAによって
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停止できることから8)残存TCAがTBA発色反
応に影響を及ぼしていることも考えられる｡いず
れにしてもFe2+誘導脂質過酸化反応が酢酸酸性
下の本TBA法によってEDTAを用いることに
より測定できることが示されるとともに,本法は
過酸化脂質の絶対定量には更に考慮を必要とする
が,Fe2+が関与する相対的な量的変化の追求に使
用できることが示された｡
ま と め
培養細胞を実験材料にしてFe2+の細胞に対す
る影響を脂質過酸化反応面から究明するために,
細胞並びに培養液に付加される仔牛血清のFe2+
誘起の過酸化脂質が酢酸酸性条件下の蛍光法で測
定可能かどうかを検討した｡細胞及び血清におい
て,鉄キレー ト剤であるEDTAを添加してTBA
発色加熱反応を行うことによってFe2十誘起の過
酸化脂質の測定が可能であり,細胞及び血清にお
いて,PBS中でのFe2+誘導の脂質過酸化反応が
測定できることが示された｡培養液中の,本法で,
TBA値に影響を及ぼす爽雑因子はTCAによる
沈澱蛋白部分を用いることで除かれ,そのTCA
沈澱物がTBA発色反応におけるFe2+,EDTA効
果について血清と同じ傾向を示すことから,TCA
沈澱物で培養液中の血清過酸化脂質の相対的定量
ができることが示された｡
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